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3Lista de abreviaturas
DMBI 5,6-dimetilbencimidazol
PF Propionibacterium Freudenreichii
CNTA Centro Nacional de Tecnología y Seguridad Alimentaria
LP Lactobacillus Plantarum
ESI Ionización por electrospray
UHPLC Ultra-high-pressure liquid chromatography
DAD Diode Array Detector
PB7-60% Pan con 60% de masa madre optimizada
PB7-100% Pan con 100% de masa madre optimizada
UFC Unidades Formadoras de Colonias
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5Resumen
La vitamina B12, también llamada cianocobalamina, es una vitamina hidrosoluble
relacionada con el funcionamiento del sistema hematopoyético, neurológico y cardiovascular.
Aunque la vitamina B12 es una vitamina que se puede encontrar en la mayoría de los
alimentos de origen animal, su deficiencia humana todavía ocurre en muchos países,
principalmente debido a la malnutrición causada no sólo por la ingesta insuficiente de
alimentos, sino también debido a las dietas desequilibradas. Vegetarianos y ancianos son
propensos a sufrir deficiencia de vitamina B12. Algunos microorganismos, como
Propionibacterium freudenreichii, pueden sintetizar vitamina B12. En este estudio, para
obtener el enriquecimiento natural de vitamina B12 en alimentos fermentados (masa madre
panaria), se inoculó la cepa Propionibacterium freudenreichii en un biorreactor, y se
diseñaron diferentes batches (lotes) para encontrar las condiciones óptimas de producción de
vitamina B12. Los resultados mostraron que la masa madre inoculada con una concentración
elevada de Propionibacterium freudenreichii ( 2,75·1017 UFC) suplementado con lactato y
fermentada a 30ºC durante 48 horas en el biorreactor bajo condiciones controladas de pH
produjeron el contenido más alto de cianocobalamina (3,12 μg/100 g).
1Intruducción
La Vitamina B12 o cianocobalamina es una vitamina hidrosoluble ampliamente utilizada
como suplemento alimentario y es particularmente importante en el tratamiento de la anemia
perniciosa. La vitamina B12 es muy importante para la función normal del sistema nervioso y
para la formación de sangre, estando también involucrada en la síntesis y regulación de DNA
y ácidos grasos así como en la producción de energía (1).
La vitamina B12 se describe como un compuesto muy complejo de estructura específica que
contiene un núcleo de corrina en torno a un ion central de cobalto. El anillo de corrina está
formado por cuatro heterocíclicos aromáticos con cobalto en el centro del anillo, lo que
explica su nombre científico, cobalamina (2). La vitamina B12 tiene cuatros anillos pirrólicos
cobalamina con un ligando inferior común de 5,6-dimetilbencimidazol (DMBI) en la
posición-α y uno de los cuatros ligandos superiores (adenosilo, metilo, hidroxilo o ciano) en
la posición-β (Figura 1) respectivamente, llamadas adenosilcobalamina (AdoCbl),
metilcobalamina (MeCbl), hidroxicobalamina (OHCbl) y cianocobalamina (CNCbl).
Figura 1. Estructura de la cobalamina y sus diferentes formas, según origen.
La vitamina B12 con DMBI como el ligando inferior es una cobalamina activa para humanos.
Otras cobalaminas tienen una estructura idéntica a la vitamina B12 pero con un ligando
inferior diferente, son sintetizadas por microorganismos y se definen como análogos de
2vitamina B12. El ligando DMBI de B12 es esencial para su absorción y bioactividad en
humanos (3).
La Ingesta Diaria de Referencia de la cianocobalamina es de 2,4 μg/día. Los humanos no
pueden sintetizar vitamina B12 pero tienen requisitos nutricionales y la obtienen
principalmente de alimentos derivados de animales, como leche, carne, huevos y sus
productos. El mayor contenido de vitamina B12 se encuentra en el hígado (p. ej., el hígado
de vaca contiene 83,1 μg/100 g) (4)(5). Los alimentos de origen vegetal carecen de vitamina
B12 a menos que estén contaminados o procesados con microorganismos capaces de sintetizar
vitamina B12 (6). Por ejemplo, el tempeh contiene aproximadamente 0,18-8 μg/100 g de
vitamina B12 (7). A nivel mundial, los vegetarianos y veganos suelen estar en riesgo de
deficiencia de vitamina B12.
Las bacterias más favorables para la producción industrial de vitamina B12, debido a su estado
generalmente reconocido como seguro (GRAS, del inglés Generally Recognised As Safe) y
su capacidad para sintetizar formas activas de este metabolito, son las cepas de
Propionibacterium freudenreichii (8). Los experimentos in vivo confirmaron que la síntesis
de DMBI en P. freudenreichii requiere oxígeno (9), como en los microorganismos aerobios
(10)(11), lo que conduce a la producción de las formas activas de vitamina B12. Además de P.
freudenreichii existen también algunas bacterias lácticas como Lactobacillus reuteri que han
sido utilizadas en intentos de aumentar los niveles de vitamina B12 en productos alimenticios
a través de la fermentación (12). Existen además varias especies de Lactobacillus (13) como
L. reuteri (14), L. plantarum (16) y L. rossiae (17), de las que también se ha demostrado que
son capaces de generar cianocobalamina.
1.1 Objetivos
El objetivo de este estudio es la optimización biotecnológica para el enriquecimiento natural
de vitamina B12 en productos fermentados (masa madre panaria) mediante el uso y aplicación
industrial de cepas del género Actinobacteria (Propionibacterium freudenreichii) cuya acción
fermentativa enriquezca a productos finales en esta vitamina.
32 Material y Métodos
2.1 Medios y reactivos
Todos los reactivos utilizados fueron de grado analítico. El extracto de levadura, el lactato
sodio, el lactato líquido (50%), la cianocobalamina, el ácido acético, el ácido fórmico LC-MS,
la takadiastasa, la pepsina, la caseína peptona y el agar fueron obtenidos de Sigma-Aldrich
(Steinheim, Alemania). El medio MRS y el agar MRS se compraron en Biokar Diagnostics
(Beauvais, Francia). El KHCO3 de PanReac Applichem (Castellar del Vallés, Barcelona). La
harina de trigo integral se compró en Harinas Polo (Zaragoza).
2.2 Microorganismos
Para la optimización de producción de vitamina B12 en masa madre durante de la
fermentación, se utilizaron dos cepas: Propionibacterium freudenreichii y Lactobacillus
plantarum, ambas obtenidas del Centro Nacional de Tecnología y Seguridad Alimentaria,
(CNTA, Navarra). P. freudenreichii se usó como cepa principal del estudio mientras que L.
plantarum se usó como control experimental para la inoculación secuencial.
2.3 Cultivo y recuentos de Propionibacterium freudenreichii
De acuerdo con la formulación propuesta por la casa comercial Sigma, el medio de cultivo
para P. freudenreichii se elaboró con un 10% de caseína peptona, un 5% de extracto de
levadura, un 10% de lactato sólido y agua destilada. Para el medio sólido se añadió a la
formulación anterior un 15% de agar microbiológico. Después de agitar y disolver
completamente todos los ingredientes, se dispensaron 20 ml del medio líquido en tubos
falcon y se autoclavaron a 121 ºC durante 15 min. Para cada batch diseñado se usaron dos
tubos falcon a los que se añadieron dos criobolas de P. freudenreichii en cada tubo y se
incubaron en la estufa a 30 ºC durante 48h.
Posteriormente, se agitaron y vortearon hasta su completa homogeneización para realizar un
máximo de 11 diluciones seriadas en agua de peptona y se sembraron por inmersión las 3
últimas diluciones en placas de Petri con medio de cultivo de P. freudenreichii agar,
previamente fundido. Una vez solidificado el agar, se incubaron las placas en una jarra de
4anaerobiosis a 30 ºC durante 48 h. En las placas de agar que mostraron crecimiento, se realizó
el recuento de unidades formadoras de colonias (UFC/g) utilizando un contador de colonias.
2.4 Determinación de parámetros óptimos durante la fermentación
Para la realización de las diferentes pruebas de masas madre panaria líquida se usó un
biorreactor de 5L (Biostat A plus, Sartorius, Alemania). Para determinar los parámetros
óptimos durante la fermentación en el biorreactor, se diseñaron 8 batches (lotes) diferentes
que se muestran en la Tabla 1.
Se prepararon dos tubos falcon con medio de cultivo y se depositaron 2 criobolas en cada uno.
Tras incubarlos durante 48 h a 37 ºC, se centrifugaron, se decantó el medio y se lavó el pellet
cuidadosamente con agua destilada estéril, evitando que se desprendiera del fondo del tubo.
Luego, en cada tubo se resuspendieron 20 mL de agua destilada para mezclar con el pellet y
se vorteó durante unos segundos. Se llenó el bioreactor con los ingredientes y las cepas y se
dejó fermentar durante 48 h a 30 ºC. Durante la fermentación, se estableció una agitación
continua a 100 rpm y el pH se controló a ~5,5 utilizando la adición continua de KHCO3 2,5
M. El valor de pH inicial de la masa madre era de entre 6,0 y 6,2, sin embargo, pero durante
los procesos de la producción de vitamina B12 por Propionibacterium freudenreichii, debido
al consumo continuo del sustrato durante las primeras 24 horas de fermentación,
posiblemente se pudiera generar una gran cantidad de ácido propiónico, lo que reduciría
rápidamente el valor de pH y afectaría la producción de vitamina B12. (8)
La inoculación secuencial consistió en inocular P. freudenreichii al inició de la fermentación
durante 24 horas y posteriormente añadir L. plantarum hasta finalizar el proceso fermentativo
(48 h).
5Tabla 1. Diseño experimental de los batches.
Número Nombre Ingredientes (g) Cepas Tiempo
Batch Harina Agua Lactato
Propionibacterium
freudenreichii
Lactobacillus
Plantarum
0 Control 800 3200 - - - 48 h
1 PF 800 3200 - x - 48 h
2a
PF suplementado
con lactato
800 3200 10 g xd -
48 h
3 PF+LP 800 3200 - x x 48 h
4
Inoculación
Secuencial
800 3200 - x x
48 h
5b
PF suplementado
con lactato
1200 2800 54 ml x -
48 h
6
PF fermentacion
corta
800 3200 - x -
24 h
7c
PF suplementado
con lactato
800 3200 80 ml x -
48 h
aEl Batch 2 consistió en una fermentación con inóculo de PF suplementado con lactato de sodio al
100%
b,c el Batch 5 y el Batch 7 eran fermentaciones de inóculo PF suplementado con lactato líquido al 50%.
dLa x indica presencia de cepa en el batch.
62.5 Determinación de vitamina B12 en masa madre por UHPLC- DAD- MS
Para el análisis del extracto para la determinación por UHPLC-DAD-MS se optimizó un
método cromatográfico basado en una elución en gradiente, mediante agua Milli Q al 0,1%
HCOOH (Solvente A) y acetonitrilo (Solvente B) como fase móvil (Tabla 2). El volumen de
inyección fue de 20 μL (4 ºC), la temperatura de la columna 30 ºC y el flujo de 0,5 mL/min.
El detector de absorbancia UV/visible (diode array detector, DAD) registró entre 200-600 nm
siendo los máximos de absorbancia para la cianocobalamina 362 nm y 550 nm.
Tabla 2. Condiciones cromatográficas para el UHPLC-DAD-MS.
Tiempo (min) %A %B
0.00 min 95.00 5.00
6.00 min 80.00 20.00
10.00 min 20.00 80.00
11.00 min 1.00 99.00
13.00 min 1.00 99.00
13.20 min 95.00 5.00
7La detección de la cianocobalamina por espectrometría de masas se llevó a cabo con una
fuente de ionización mediante electrospray (ESI) operando con los parámetros descritos en la
Tabla 3 (comunes en ambos espectrómetros de masas). Las transiciones de MRM
optimizadas para el método MS/MS utilizado en el espectrómetro de masas de triple
cuadrupolo se resumen en la Tabla 4. Para el espectrómetro de masas TOF se adquirió en
modo Scan entre 500 y 1700 m/z a 3 scan /s.
Tabla 3. Parámetros de adquisición per UHPLC-(+)ESI-MS.
Parámetro Cianocobalamina (ESI(+))
Gas Temp (°C) 225
Gas Flow (l/min) 14
Nebulizer (psig) 50
SheathGasTemp(°C) 400
SheathGasFlow (l/min) 12
Gas Temp (°C) 225
Capillary voltaje (V) 3000
Tabla 4. Las transiciones de adquisición por UHPLC-((+)ESI)QQQ.
Compuesto tr (min) Ion precursor Ion producto CE (V) Tipo transición
Cianocobalamina
(Vitamina B12)
4.9 1356.1 1209.8 40 Quantitativa
678.4 3591 20 Qualitativa
678.4 147 40 Qualitativa
82.6 Panificación
Una vez obtenida la masa madre optimizada en el biorreactor, se elaboraron 3 panes de
diferente porcentaje de masa madre optimizada en una panificadora doméstica (Moulinex,
Alençon, Francia). La Tabla 5 muestra las formulaciones seguidas para la elaboración de los
panes.
Se seleccionó un programa de pan básico (2 horas y 57 minutos) y una vez enfriado y
desmoldado, se procedió a extraer y cuantificar la vitamina B12 .
Tabla 5. Receta de los panes
Receta Pan control PB7-60%a PB7-100%b
Ingredientes Peso (g) Peso (g) Peso (g)
Masa Madre 0 300 500
Sal 10 10 10
Agua 400 150 0
Harina 200 (blanca)
300 (integral)
500
(blanca)
500
(blanca)
Levadura Fresca 5 5 5
Mejorante
MP4
2.5 2.5 2.5
aPB7-60% es el pan que contiene un 60% (respecto el gramaje de la harina) de la masa madre
optimizada (batch 7).
bPB7-100% es el pan que contiene un 100% (respecto el gramaje de la harina) de la masa madre
optimizada (batch 7).
92.7 Evaluación sensorial
Las muestras de pan se presentaron en rebanadas en orden aleatorio y se identificaron con
códigos de 3 dígitos a un total de 13 catadores. Los panes con diferente contenido de masa
madre (PB7-60%, PB7-100%) se dividieron en dos grupos, y se realizó un test triangular para
dilucidar diferencias sensoriales entre los panes con distinto porcentaje de masa madre. El
tri-test 1 se realizó con dos panes de la masa madre PB7-60% y un pan de la PB7-100%, y el
tri-test 2 constó de dos panes de la masa madre PB7-100% y un pan de la PB7-60%.
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3. Resultados y Discusión
3.1 Recuentos de Propionibacterium freudenreichii
La Tabla 6 muestra los recuentos totales en UFC/g de los inóculos ensayados en cada batch
(1-7). Como se puede observar, a mayor volumen de inóculo mayores recuentos microbianos.
Cuando el volumen de inóculo se incrementó de 40 ml a 2200 ml el recuento ascendió hasta 5
logaritmos decimales.
Tabla 6. Recuentos microbianos en función del volumen de inóculo ensayado en cada batch.
Nombre del
BATCH
Volumen inóculo
(mL)
Propionibacterium freudenreichii
(UFC total)
0: Control 0 -
1: PF 40 >109
2: PF suplementado con lactato 40 2.01·1013
3: PF+LP 40 4.66·1012
4: Inoculación Secuencial 40 1.20·1012
5: PF suplementado con lactato 30 9.10·1010
6: PF fermentacion corta 40 2.63·1012
7: PF suplementado con lactato 2200 2.75·1017
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3.2 Contenido de cianocobalamina (vitamina B12) en las masas madre
La Tabla 7 muestra los resultados de las pruebas realizadas en las masas madres elaboradas
en el biorreactor. En la masa madre sin inóculo (control) se obtuvo un contenido de
cianocobalamina de 0,06 µg/100g. Este resultado evidencia la presencia de microorganismos
en la propia harina y que crecen a lo largo de la fermentación.
Por otro lado, no hay prácticamente diferencia de concentración entre el batch 1 y el batch 6
(fermentación corta) lo que significa que 24 h de fermentación podrían ser suficientes.
Sin embargo, los resultados para el batch 3 y el batch 4 (inoculados con LP) muestran que el
contenido de vitamina B12 no aumentó, sino que fue menor que el batch 1 (inoculado
solamente con P. freudenreichii) lo que significa que la aportación de LP fue no significativa.
Muchos estudios han indicado que la producción de vitamina B12 utilizando P. freudenreichii
requiere el consumo de suero de leche, lactosa, glucosamina o lactato. Estas sustancias, como
fuentes de carbono, pueden proporcionar energía para P. freudenreichii, aumentando así la
producción de vitamina B12 (17). Por consiguiente, tanto el batch 2 como el batch 5 que
fueron suplementados con lactato, mostraron niveles más altos de vitamina.
El último batch (7) optimizado contuvo 2200 ml de volumen de inóculo total y además fue
suplementado con lactato con lo que la concentración de vitamina resultó ser la más alta (3.12
µg/100g).
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Tabla 7. Contenido de cianocobalamina (vitamina B12) de masa madre
Número Nombre pH KHCO3
2,5 M (mL)
Contenido de cianocobalamina
(µg/100g de masa madre)
BATCH Inicial Final
0 Control 6,2 5,45 280 0,06
1 PF 6 5,94 - 0,42
2 PF suplementado
con lactato
6,24 5,45 360 1,56
3 PF+LP 6,2 5,45 300 0,27
4 Inoculación
Secuencial
6,2 5,45 366 0,3
5 PF suplementado
con lactato
6,04 5,59 330 0,5
6 PF fermentacion
corta
6,05 5,44 200 0,47
7 PF suplementado
con lactato
6,02 5,45 195 3,12
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3.3 Contenido de cianocobalamina ( vitamina B12 ) de producto final (pan).
Como se observa, la Tabla 8 muestra los contenidos de vitamina B12 de los panes finales.
Obviamente, debido a que no se agregó masa madre optimizada en el control de pan, éste no
contiene ninguna vitamina B12. Por otro lado, los contenidos de cianocobalamina entre el pan
PB7-60% y el PB7-100% no presentan una diferencia significativa.
Sin embargo, de acuerdo con los resultados ya obtenidos en 3.2, el contenido de vitamina B12
en ambos productos de pan se redujo en comparación con el contenido de vitamina B12 en la
masa madre optimizada (batch 7). Esta pérdida puede deberse al proceso del horneado.
Tabla 8. Contenido de cianocobalamina ( vitamina B12 ) de producto final (pan).
Nombre Contenido de cianocobalamina (µg/100g de pan)
Pan control 0
PB7-60% 1.8
PB7-100% 2
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3.4 Evaluación sensorial
El nivel de significación otorgado a este estudio fue del 5%. Por lo tanto, según las Tablas 9
(reproducido de Sensory analysis — Methodology — Triangle test) para un total de 13
participantes fueron necesarias un mínimo de 8 respuestas correctas para establecer
diferencias estadísticamente significativas entre las muestras. (21)
Tabla 9 Triangle test for difference: critical number (minimum) of correct answers.
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Como se observa en el Gráfico 1, en el tri-test 1, hubieron 10 personas que respondieron
correctamente, por lo que se mostró la existencia de diferencias estadísticas entre PB7-60% y
PB7-100%. En cambio para el tri-test 2 sólo 6 catadores consiguieron discriminar las
muestras, con lo que no se pudo establecer diferencias significativas entre las muestras
presentadas.
Gráfico 1. Resultados de Test Triangular.
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4. Conclusiones
En los últimos años, muchos estudios han sugerido que tanto especies de Lactobacillus como
Propionibacterium freudenreichii se usen como cepas productoras de vitamina B12 con
aplicación directa en la industria de alimentos fermentados. En este estudio, se comparó la
producción de vitamina B12 con el uso de P. freudenreichii, la inoculación secuencial con
Lactobacillus y el uso P. freudenreichii suplementado con lactato mediante la fermentación
en harina integral en un biorreactor piloto buscando las condiciones optimizadas para innovar
en el desarrollo de nuevos productos enriquecidos naturalmente con Vitamina B12 . A través
de los resultados, se puede observar que el nivel más alto de vitamina B12 (3,12 µg/100g) de
la masa madre es producido por P. freudenreichii suplementado con lactato. Cabe destacar
que el volumen total de inoculación, el valor de pH durante la fermentación y el control de la
temperatura de fermentación fueron también probablemente factores clave para el resultado
obtenido.
Aburjaile et al., (2016) (19) indicaron que P. freudenreichii necesita glicógeno u otra fuente
de carbono como recurso energético para la producción de vitamina B12, y el lactato es una
buena fuente de carbono. Sin embargo, la cantidad óptima de lactato añadido en el proceso de
la fermentación se podría investigar en estudios futuros.
Marjorie G. et al., (2018) (20) indicaron que la vitamina B12 (2 µg/100g) agregada como
fortificante para la harina conserva una alta biodisponibilidad (60%) cuando se hornea en
pan. En este estudio, se usaron diferentes contenidos de masa madre optimizada para
proporcionar una concentración más alta de Vitamina B12 en el producto final (pan). El
resultado muestra que el pan PB7-100% contiene 2 µg/100g de cianocobalamina, es decir,
este producto se puede aplicar a la industria para producir pan enriquecido en vitamina B12.
Por otro lado, los panes con diferentes porcentajes de masa madre optimizada no muestran
apenas diferencias en apariencia, textura, color y olor. En el futuro se podría investigar la
mejora del sabor del pan agregando otros ingredientes con el fin de aumentar los atributos
sensoriales y contribuyendo a la aceptación del producto final. También se podría generalizar
el empleo del modelo desarrollado para evaluar el enriquecimiento de otro tipo de alimentos
fermentados.
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